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Abstract 
 
Abstract 
 
Introduction. Microchimerism is a phenomenon observed after various types 
of solid organ transplantation and in some autoimmune diseases. Although 
its existence has been widely demonstrated, its immunological significance 
remains unclear. The aim of this study was to set up a method for the 
evaluation of the presence of small amounts of specific donor DNA in 
patients undergoing to kidney transplant and to evaluate the presence of 
correlations between allograft function, immunological disorder (DI) and 
presence of peripheral blood microchimerism. 
 
Method. The research of donors-specific microchimerism (DSM) was 
performed by a real-time PCR for a specific HLA-DRB1 allele. This method 
is simple, reliable and allows a quantification of small amounts of specific 
DNA without cloning. 
 
Patients. The microchimerism was analyzed in a total of 132 patients. All 
patients were analyzed within follow-up 1 to 22 years after transplant and 
the quantitative and qualitative microchimerism was evaluated.  
 
Results. In kidney transplant long-term surviving patients donor specific 
haematopoietic microchimerism was observed in 24 of 27 patients (89%) 
with DI versus 35 of 105 patients (34%) without DI (P<0,000001 Yates; 
RR=16). No correlation was observed analyzing the plasmatic 
microchimerism. 
Conclusion. In KA-LTS patients elevated quantity of specific 
microchimerism was associated with presence of immunological disorders.  
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Riassunto 
 
Introduzione: la migrazione e la colonizzazione dei tessuti 
dell’individuo ospite, da parte delle cellule provenienti dall’organo 
solido trapiantato, è un evento ampiamente documentato e viene 
definito microchimerismo. E’ stato ipotizzato che questo fenomeno 
abbia un ruolo rilevante nell’induzione della tolleranza specifica e 
nella sopravvivenza del trapianto. 
Nonostante l’esistenza del microchimerismo sia stata largamente 
documentata il suo significato immunologico e clinico rimane ancora 
poco chiaro. In particolare rimangono da definire le relazioni fra la 
presenza, qualitativa e quantitativa, del microchimerismo e 
l’andamento del “graft”.  
Scopo: lo scopo di questo studio è quello di valutare la presenza di 
DNA microchimerico, nella popolazione leucocitaria di sangue 
periferico e nel plasma di pazienti trapiantati di rene. L’analisi 
prevede il monitoraggio del fenomeno sia qualitativo sia quantitativo 
in pazienti “long-time surviving” (LTS). I dati ottenuti, correlati con 
variabili epidemiologiche, cliniche, genetiche ed immunologiche 
potrebbero contribuire a chiarire il ruolo del microchimerismo nei 
trapianti di organo solido. 
Metodi: la ricerca del microchimerismo è stata effettuata utilizzando 
la tecnica della Real-Time PCR attraverso l’utilizzo di opportuni 
primers specifici per l’esone 2 dell’HLA-DRB1* del donatore. Tutti 
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i campioni positivi sono stati quantificati utilizzando un competitore 
interno con numero noto di copie. 
Pazienti: sono stati studiati un totale di 132 pazienti trapiantati di 
rene singolo (KA -“kidney alone” ), con un follow-up che va da 1 
anno a 22 anni dal trapianto. I pazienti sono stati suddivisi in tre 
fascie temporali:  
- follow-up compreso tra 1 e 5 anni (numero pazienti 62); 
-  follow-up compreso tra 5 e 10 anni (numero pazienti 54); 
-  follow-up > di 10 anni (numero pazienti 16). 
All’interno di ogni fascia temporale i pazienti sono stati 
ulteriormente stratificati per presenza/assenza di disordini 
immunologici (DI). 
Risultati: i pazienti appartenenti alla prima fascia temporale risultati 
positivi al microchimerismo emopoietico sono stati 38 (61%).  
Non è stata evidenziata alcuna significativa correlazione fra presenza 
di microchimerismo e presenza/assenza di DI.  
Nella seconda fascia temporale il microchimerismo è stato 
riscontrato in 14 pazienti (26%).  
Infine nella terza fascia, sono risultati positivi alla ricerca del 
microchimerismo 16 pazienti (31%).  
L’analisi del microchimerismo ha evidenziato una netta associazione 
fra la presenza/aumento di microchimerismo e l’insorgenza di DI 
(p<0,00001).  
L’analisi del microchimerismo nel plasma dei pazienti suddivisi per 
presenza/assenza di DI non ha evidenziato nessuna correlazione 
statisticamente significativa. Inoltre, sia da un punto di vista 
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qualitativo sia quantitativo il fenomeno dimostra di essere meno 
fluttuante rispetto a quanto evidenziato nei leucociti di sangue 
periferico.  
Conclusioni: la ricerca del microchimerismo mediante la tecnica 
della Real-Time PCR appare abbastanza semplice e riproducibile, 
consentendo la quantificazione di piccole quantità di DNA.  
L’esame dei dati indica che durante il primo anno dal trapianto il 
fenomeno presenta caratteristiche di fluttuazioni marcate, sia in 
termini qualitativi sia quantitativi, che tendono ad un equilibrio 
immunologico. In particolare l’analisi temporale del 
microchimerismo emopoietico dimostra una progressiva e 
significativa diminuzione del fenomeno probabilmente conseguente 
ad una stabilizzazione delle interazioni immunologiche tra cellule del 
donatore e cellule del ricevente. 
L’analisi statistica effettuata sui pazienti con elevate quantità di 
microchimerismo (>1/20000) e stratificati per presenza/assenza di DI 
ha evidenziato una significativa e positiva associazione tra la 
positività al microchimerismo è la presenza di DI (p< 0,00001 RR=128).  
I dati sul “microchimerismo plasmatico” dimostrano una notevole 
stabilità sia in termini qualitativi sia quantitativi. Lo studio non ha 
evidenziato nessuna significativa associazione fra la presenza di DI e 
presenza/assenza del fenomeno. Probabilmente, il microchimerismo 
nel plasma, rappresentato da DNA libero (cellule di sfaldamento e/o 
cellule in apoptosi), riflette un turnover fisiologico del DNA il quale 
è sottoposto a rigidi meccanismi di regolazione indipendenti dallo 
stato immunologico dell’individuo.  
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In conclusione, l’aumento del microchimerismo emopoietico (cellule 
vitali) riscontrato nei pazienti con DI, potrebbe essere una 
conseguenza della riattivazione dei processi infiammatori che 
portano alla differenziazione ed attivazione di leucociti del donatore i 
quali vengono in parte riversati nel circolo ematico.  
I nostri dati dimostrano che all’aumentare degli anni dal trapianto, 
l’aumento o il ritorno del microchimerismo assumono un ruolo 
prognostico negativo che potrebbe essere utile come marcatore 
precoce dell’andamento del “graft”. 
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INTRODUZIONE 
 
Secondo la leggenda, la storia dei trapianti comincerebbe ai tempi 
dei Santi Cosma e Damiano, i quali avrebbero trapiantato al loro 
sacrestano, la cui gamba era stata colpita da cancrena ed amputata, la 
gamba di un nero etiope morto in battaglia. 
Al di là della leggenda, l’inizio della vera storia dei trapianti si può 
far risalire ai primi anni del secolo scorso, quando alcuni ricercatori 
erano intenti a studiare dei tumori che insorgevano spontaneamente 
nei topi. Il tentativo di trasferire il tumore da un topo all’altro, che 
avrebbe consentito loro di studiarlo meglio, non ebbe successo in 
quanto il tumore trapiantato veniva regolarmente rigettato per un 
meccanismo che oggi sappiamo essere dovuto alla risposta immune 
del ricevente. 
Il trapianto è la procedura che prevede il prelievo di cellule, tessuti o 
organi da un individuo, ed il loro reimpianto in un individuo, 
solitamente diverso. Il soggetto che fornisce il tessuto da trapiantare 
viene detto donatore, mentre quello che riceve il trapianto viene 
definito ricevente. Le pratiche trapiantologiche sono andate 
progressivamente diffondendosi negli ultimi 40 anni, ed oggi il 
trapianto di rene, cuore, polmoni, fegato, pancreas e midollo osseo è 
sempre più di uso comune nella cura di gravi insufficienze o 
neoplasie. 
Gli esperti dell’immunologia dei trapianti hanno adottato una 
terminologia ben precisa per definire il tipo di cellule o/e di tessuti 
che possono essere oggetto di trapianto.  
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• Autologo trapianto effettuato nell’ambito di uno stesso 
individuo  
• Singenico trapianto eseguito tra due individui geneticamente 
identici 
• Allogenico trapianto effettuato tra individui della stessa 
specie 
• Xenogenico trapianto effettuato tra individui di specie diverse 
 
Uno dei limiti principali alla riuscita del trapianto è la risposta 
immunitaria del ricevente ai tessuti del donatore. Molti ricercatori, 
fra cui Medawar, hanno fatto importanti studi usando come modello 
il trapianto di cute in animali da esperimento [1,2,3]. Sulla base di 
questi studi fu possibile concludere che il mancato attecchimento del 
trapianto era provocato da una reazione infiammatoria chiamata 
rigetto. 
Il sistema immunitario infatti è in grado di distinguere tessuti 
estranei (non “self”) e tenta di distruggerli, cosi’ come fa nei 
confronti di organismi infettivi come batteri o virus. 
Sono stati classificati tre tipi di rigetto: 
• Rigetto Iperacuto: avviene entro pochi minuti o al massimo 
qualche ora dal trapianto ed è dovuto essenzialmente a lesioni 
mediate di immuno-complessi a livello dell’endotelio dei vasi; 
• Rigetto Acuto:  avviene in genere da cinque a dieci giorni 
dopo l’intervento se il paziente non sta ricevendo farmaci 
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immunosoppressori. In caso contrario, può svilupparsi in 
tempi lunghi e puo’ causare danni definitivi all’organo 
trapiantato se non è subito riconosciuto; 
• Rigetto cronico: indica tutte le perdite di funzionalità 
dell’organo trapiantato sul lungo periodo ed è associato alla 
fibrosi dei vasi sanguigni dell’organo; viene indicato così 
anche la reazione continua del sistema immunitario contro il 
nuovo organo. Il rigetto cronico causa in genere la perdita 
dell’organo e la necessità di un nuovo trapianto in una decina 
d’anni. 
 
Il riconoscimento delle cellule trapiantate come self o estranee è 
condizionato da geni polimorfi (Complesso Maggiore di 
Istocompatibilità) ereditati da entrambi i genitori ed espressi in 
maniera codominante. Le molecole del complesso maggiore di 
istocompatibilità (MHC) sono responsabili della maggior parte delle 
reazioni di rigetto violente [4,5,6]. Le molecole MHC allogeniche di 
un trapianto possono essere presentate ai linfociti T alloreattivi del 
ricevente in due modi diversi [11, 12]: 
presentazione diretta: presuppone il riconoscimento di molecole 
MHC intatte espresse su “antigen presenting cells”(APC). Il 
riconoscimento diretto delle molecole MHC estranee è il frutto della 
cross-reattività di un TCR normale, selezionato per riconoscere una 
molecola MHC self in combinazione con un peptide estraneo, con 
una molecola MHC allogenica anch’essa combinata ad un peptide. 
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Una molecola MHC allogenica combinata ad un peptide può mimare 
il determinante formato da una molecola MHC autologa combinata 
ad un certo peptide estraneo. 
 
presentazione indiretta: presuppone il processamento delle 
molecole MHC del donatore da parte delle APC del ricevente, e la 
presentazione dei peptidi che ne derivano in associazione a molecole 
MHC self. Le molecole MHC allogeniche possono essere 
riconosciute come antigeni proteici estranei convenzionali. 
Alloantigeni polimorfi diversi dalle molecole MHC producono 
generalmente reazioni di rigetto più deboli. La maggior parte di 
questi antigeni è rappresentata da proteine polimorfe del donatore 
processate e presentate ai linfociti T in associazione a molecole 
MHC espresse dalle APC del ricevente. 
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Il Complesso Maggiore di Istocompatibilità 
 
 
 
I geni HLA 
 
La scoperta dell’esistenza del Sistema Maggiore di Istocompatibilità 
(MHC: Major Histocompatibilty Complex) risale alla prima metà 
degli anni ‘50, quando fu notato che sieri provenienti da donne 
poligravide o da soggetti politrasfusi contenevano anticorpi capaci di 
riconoscere delle molecole presenti sulla superficie dei leucociti 
umani. Gli alloantigeni identificati sulla membrana dei leucociti 
umani furono chiamati Antigeni Leucocitari Umani ed il complesso 
genico responsabile della loro sintesi assunse la sigla di HLA [3-10]. 
L’organizzazione genica del complesso HLA è relativamente 
semplice [5,6] (figura 1a-b). Al contrario, la nomenclatura adottata 
per definire gli antigeni del complesso HLA è relativamente 
complessa, in quanto il sistema di definizione deve tener conto del 
grande polimorfismo allelico esistente nella popolazione umana 
[8,9]. 
Nell’uomo, i geni del complesso HLA si trovano sul cromosoma 6 e 
le regioni geniche vengono definite loci.  
Secondo la nomenclatura ufficiale si distinguono sei loci maggiori 
denominati HLA-A, HLA-B e HLA-C, che codificano per gli 
antigeni di I classe; e HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP, che codificano 
per gli antigeni di II classe. 
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In una popolazione i geni del complesso HLA sono molto polimorfi. 
Ciò significa che ciascun locus può essere presente in forme varianti 
o alternative [7]; in altre parole ciascun locus può presentare diverse 
forme alleliche. 
 
 
 
 
 
fig.1a. Organizzazione molecolare del complesso maggiore di 
istocompatibilità umano 
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Figura 1-b. Mappa dei geni esistenti nelle III regioni in cui viene 
diviso il Complesso Maggiore di Istocompatibilità. 
 
 
 
 
 
I geni del complesso controllano la sintesi di glicoproteine presenti 
sulla membrana dei leucociti e di altre cellule dell’organismo. Gli 
antigeni di classe I sono formati da due diverse strutture proteiche 
legate insieme da ponti disolfuro [-S-S]. 
La prima molecola è costituita da una glicoproteina del peso 
molecolare di 45KDa. Questa è una molecola di trans-membrana 
codificata dai geni dei loci HLA-A, HLA-B o HLA-C. La stessa 
glicoproteina è responsabile del polimorfismo antigenico del sistema 
di classe I ed è chiamata catena α (o catena pesante). La seconda 
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molecola è più piccola (12KDa) completamente esterna alla cellula 
ed è denominata β2-microglobulina. Questa proteina non polimorfica 
è codificata da un gene localizzato sul cromosoma 15, e presenta 
estese omologie strutturali con i domini C immunoglobulinici 
[10,14] (fig. 2). 
Figura 2. Struttura  delle molecole HLA di I classe 
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I prodotti genici di classe II sono eterodimeri di catene pesanti (α) e 
leggere (β) glicoproteiche. La designazione dei loro loci sul 
cromosoma 6 consiste di tre lettere. La prima (D) indica la classe, la 
seconda (P, Q, R) la famiglia e la terza (A o B) la catena (α o β, 
rispettivamente). Così HLA-DRB indica i geni di classe II della 
famiglia R codificanti per le catene B. La sottoregione DP è 
composta da quattro loci di cui solo due codificanti rispettivamente 
una catena α (DPA1) ed una catena β (DPB1). La sottoregione HLA-
DR comprende un singolo gene α (DRA) e nove geni β (DRB1-9), 
ma l’organizzazione e la lunghezza delle regioni DR variano nei 
differenti aplotipi, essendo composta da un minimo di due ad un 
massimo di quattro loci DRB codificanti (DRB1, DRB3, DRB4, 
DRB5) [13].  
I geni non funzionali della regione D sono pseudogeni (sequenze di 
DNA che conservano una certa somiglianza con la struttura di un 
gene, ma che non sono trascritte). La catena α ha un peso molecolare 
compreso fra 30 e 34 Kda, mentre la catena β ha un peso variabile fra 
26 e 29 Kda (fig. 3). Queste differenze dipendono dalla regione 
genica codificata (DR, DQ o DP) [12,13]. 
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Figura 3. Struttura  delle molecole HLA di II classe 
 
 
 
 
La restrizione MHC 
 
Il principale meccanismo selettivo che ha modellato il sistema 
immune nel corso della filogenesi è la difesa dalle infezioni. Di 
conseguenza la più rilevante funzione biologica del Complesso 
Maggiore di Istocompatibilità è di guidare i differenti sottotipi 
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cellulari T in maniera tale che il sistema immune possa dare la più 
appropriata risposta alle differenti forme di infezione. Le molecole di 
classe I guidano i linfociti citotossici a distruggere le cellule nelle 
quali avviene la replicazione virale, mentre le molecole di classe II 
guidano i linfociti T helper, che, liberando citochine, a loro volta 
attivano i macrofagi, rendendoli capaci di distruggere i parassiti 
fagocitati. L’attivazione dei linfociti T helper CD4+ richiede il 
riconoscimento contemporaneo dell’antigene e dei prodotti di classe 
II sulla cellula che presenta l’antigene, mentre l’attivazione dei 
linfociti T citotossici CD8 richiede il riconoscimento contemporaneo 
dell’antigene e dei prodotti di classe I sulla cellula bersaglio [14-16]. 
I linfociti T riconoscono l’antigene processato e presentato da una 
APC (antigen-presenting cells), tramite il TCR (T Cell Receptor) 
prodotto dal riarrangiamento di quattro geni. La forma espressa sulla 
maggior parte dei linfociti T è costituita da un eterodimero α/β 
associato non covalentemente con il marcatore cellulare CD3. La 
conformazione probabile del TCR suggerisce che delle regioni 
determinanti la complementarietà (CDR) del TCR la regione di 
massima variabilità (CDR3) abbia un ruolo preminente nel 
riconoscimento dell’epitopo. Le altre regioni di variabilità (CDR1 e 
CDR2) sono orientate verso i residui polimorfici MHC 
fiancheggianti il sito di legame del peptide, cioè le alfa-eliche che 
fiancheggiano la tasca. 
E’ stato dimostrato che il dominio non polimorfico α3 dell’MHC di 
classe I contiene una porzione esposta deputata al legame dei CD8. 
La correlazione tra espressione di CD4 sulle cellule T e specificità 
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per le molecole di classe II deriva dal legame della molecola CD4 
con un’ansa esposta del dominio β2 non polimorfico di tipo 
immunoglobulinico delle molecole di classe II, analogamente a 
quanto avviene nel caso dell’interazione di CD8 con il segmento α3 
della catena pesante di classe I. Molti sono i fattori che possono 
influenzare le risposte immuni, sia dal punto di vista quantitativo che 
qualitativo [11,12,15,16]. Tra questi, oltre la forma e la via di 
somministrazione dell’antigene e la precedente esposizione allo 
stesso, svolge un ruolo principale il “background” genetico 
dell’individuo.  
In senso lato ogni gene che modifichi il funzionamento del sistema 
immunitario può prendere il nome di gene della risposta immune 
(gene Ir). É difficile quantificare il numero di geni Ir, anche perché 
alcuni di essi sono molto polimorfici. Un tale polimorfismo, in una 
data popolazione animale, è necessario affinché la specie mantenga 
la possibilità di risposta verso il più largo spettro possibile di agenti 
infettivi, che rappresentano la pressione selettiva che ha modellato il 
sistema immune nella filogenesi. I geni MHC di classe I e II sono i 
principali geni regolatori della risposta immune antigene-specifica 
[10]. 
Il principale ruolo dei prodotti dei geni MHC è quindi quello di 
legare gli antigeni peptidici. Il complesso antigene-MHC risultante 
serve come segnale per l’attivazione dei linfociti T attraverso il 
recettore per l’antigene. Differenze individuali tra le molecole MHC 
possono influenzare la capacità di legare i peptidi e quindi mutare la 
modalità di riconoscimento da parte dei linfociti T. Considerando, 
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infatti, gli effetti delle variazioni alleliche su tale restrizione, solo 
alcune combinazioni, a differenza di altre, stimoleranno più 
efficacemente il linfociti T.  
Quindi, in realtà, prodotti MHC sia di classe I sia di classe II 
regolano la risposta immune e sono da considerare geni della risposta 
immune sia i geni di classe I sia i geni di classe II [9, 13]. 
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Trapianto di rene ed alloriconoscimento 
 
Il riconoscimento degli alloantigeni da parte delle cellule T è il primo 
e più importante degli eventi che poi portano al rigetto dell’organo 
trapiantato. Le cellule T sono monospecifiche e riconoscono solo un 
singolo peptide presente nel contesto dell’MHC. 
Esistono due distinti meccanismi attraverso cui avviene 
l’alloriconoscimento, uno “diretto”, l’altro “indiretto”. Nel primo 
caso le cellule T dell’ospite riconoscono le molecole MHC intatte 
sulla superficie delle cellule del donatore; poiché le molecole MHC 
che non legano un antigene sono instabili e non riconoscibili dalle 
cellule T, è evidente che i peptidi derivati dalle proteine endogene, 
legati alle molecole MHC del donatore, giocano anch’essi un ruolo 
importante nell’alloriconoscimento. 
Nel rigetto acuto  questo tipo di riconoscimento è il fenomeno più 
importante; nell’organo trapiantato c’è sempre un certo numero di 
cellule che presentano l’antigene (APCs) sotto forma di cellule 
dendritiche interstiziali che hanno sulla superficie una elevata densità 
di molecole MHC e quindi in grado di stimolare direttamente le 
cellule T del ricevente. 
Il riconoscimento “indiretto” corrisponde al normale sistema di 
riconoscimento dell’antigene che interviene nella risposta immune 
verso peptidi esogeni presentati dalle APCs self. Infatti, le molecole 
MHC del donatore, liberate dalla superficie delle cellule, vengono 
riconosciute e processate dalle APCs dell’ospite e quindi presentate 
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come peptidi ai linfociti T. Numerosi esperimenti hanno dimostrato 
che i peptidi più immunogeni sono quelli che corrispondono alla 
regione ipervariabile delle molecole MHC, mentre le regioni non 
polimorfiche sono relativamente silenti dal punto di vista 
immunologico. 
Da quanto sopra esposto è possibile affermare che il match HLA 
potrebbe essere una variabile non trascurabile nelle future 
applicazioni trapiantologiche [14, 17, 40]. Ovviamente, in molti casi 
pratici si rende necessario allocare un organo in condizioni di non 
matching o di non completa compatibilità HLA. In questi casi, i 
vantaggi clinici dipendono fortemente dai farmaci 
immunosoppressivi. Dal 1964 in poi, l’efficacia di questi agenti, 
usati singolarmente o in combinazione, è stata valutata nella misura 
in cui poteva essere prevenuto il rigetto iperacuto.  
Quando un nuovo farmaco viene scoperto, la sua efficacia viene 
testata innanzitutto con esperimenti su modelli animali. Comunque, 
per l’uso clinico, questi nuovi farmaci sono inseriti in un protocollo 
terapeutico sviluppato inizialmente a partire dall’uso dell’aziotropina 
e prednisone modificati Tab. 1. 
L’introduzione ed il graduale miglioramento dei farmaci 
immunosoppressivi ha reso possibile quello che oggi vengono 
definiti “anni d’oro” della trapiantologia. Ulteriori farmaci che 
recentemente hanno contribuito ad aumentare le prospettive per ogni 
genere di trapianto, sono le preparazioni di anticorpi antilinfoidi 
(ALG, ciclosporina e tracrolimo).  
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Tabella. 1 Schema monoterapeutico dell’uso dell’azathioprine prima e dopo il 
trapianto di rene negli anni 1962-1963 all’Università del Colorado; il 
prednisone è stato aggiuntosolamente dopo la scoperta del rigetto. 
Successivamente, sono state introdotte nella terapia pretrattamento le ALG 
[polyclonal antilymphocyte globulin]. A partire dalla fine degli anni 60 entrambi 
i trattamenti pretrapianto sono stati abbandonati e sostituiti da varie 
combinazioni di farmaci immunosoppressivi post-trapianto . 
 
 
Infatti, in maniera del tutto inaspettata, la sopravvivenza ad oltre un 
anno dei riceventi di fegato raddoppia a partire dagli anni 80 quando 
la ciclosporina sostituisce l’azathioprine ed aumenta ulteriormente 
con l’avvento del tacrolimus. 
La risposta immune cellulo–mediata è l’evento principale della 
reazione di rigetto dell’organo trapiantato. Elemento critico di questo 
Analisi del microchimerismo nel trapianto di rene 
20
Trapianto di rene ed alloriconoscimento 
evento è la reazione tra gli antigeni HLA del donatore esposti sulla 
superficie di particolari cellule, le cellule che presentano l’antigene 
(APC), e un recettore specifico per l’antigene (TCR) che si trova 
sulla superficie dei linfociti T [10, 12, 15, 16]. Questa interazione 
attiva una cascata di eventi che, coinvolgendo mediatori cellulari e 
solubili, determina in ultima analisi la completa distruzione 
dell’organo estraneo attraverso un processo infiammatorio 
irreversibile. 
I più comuni  farmaci antirigetto tendono a prevenire l’attivazione 
dei linfociti T e la cascata di eventi che  ne deriva, rendendo 
possibile il trapianto dell’organo estraneo, anche se la compatibilità 
tra donatore e ricevente non è ottimale. Nonostante oggi siano 
disponibili farmaci di nuova generazione molto selettivi che 
permettono di prolungare la sopravvivenza a breve termine 
dell’organo trapiantato, i rischi inerenti a tumori ed infezioni per un 
paziente trapiantato sono ancora elevati, in quanto le difese generali 
dell’organismo risultano almeno parzialmente compromesse.  
Il rigetto cronico rimane ancora oggi la causa principale della perdita 
progressiva di funzione del trapianto e la vita media dell’organo 
trapiantato, almeno per quanto riguarda il rene, è rimasta pressoché 
costante negli ultimi venti anni. 
E’ evidente quindi la necessità di definire strategie che inducano nel 
ricevente una tolleranza specifica per l’organo del donatore, in modo 
da eliminare, o perlomeno ridurre drasticamente, i farmaci antirigetto 
e, probabilmente, prolungare in modo indefinito la sopravvivenza del 
trapianto e soprattutto di migliorare la qualità di vita del paziente. 
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Prevenzione e trattamento del rigetto 
 
Le strategie utilizzate nella pratica clinica per ritardare o evitare il 
rigetto sono l’immunosoppressione generalizzata ed il tentativo di 
diminuire l’intensità della risposta alloreattiva. 
I farmaci immunosoppressivi che uccidono i linfociti T o ne 
inibiscono la funzione sono il principale presidio nel trattamento del 
rigetto di trapianto Tab. 2. 
Attualmente, il più diffuso immunosoppressore utilizzato è la 
ciclosporina la cui azione principale è il blocco della trascrizione di 
alcuni geni (IL-2) dei linfociti T. L’introduzione della ciclosporina 
nella pratica clinica ha aperto una nuova era nel campo dei trapianti 
[17,23,24].  
Prima del suo impiego, la maggior parte dei trapianti di cuore e di 
fegato andavano inevitabilmente incontro a rigetto. Un altro 
metabolita fungino impiegato nel campo trapiantologico, dotato di un 
meccanismo d’azione analogo a quello della ciclosporina, è 
denominato FK-506: il complesso formato da FK-506 e dalla sua 
proteina di legame (FK-506BP) ha in comune con il complesso 
ciclosporina-ciclofilina la capacità di legarsi alla calcineurina, 
inibendone l’attività. 
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Metodo Meccanismo 
Ciclosporina/FK506 
Blocco dell'attivazione di NFAT nei linfociti 
T e della trascrizione dei geni di IL-2 e di 
altre citochine 
 
Rapamicina 
Blocco della trasduzione del segnale 
dell'IL2; arresto della progressione nel 
ciclo cellulare dei linfociti T 
 
Mofetil micofenolato Blocco della sintesi dei nucleotidi nei linfociti T e della divisione cellulare 
 
Corticosteroidi Blocco della produzione di citochine da parte dei macrofagi 
 
Anti-CD3 Eliminazione o blocco funzionale dei linfociti 
 
Anti-CD25 
Blocco dell'attivazione dei linfociti T da 
parte dell'IL-2; eliminazione delle cellule T 
attivate 
 
Tab.2 . Metodi di Immunosopprressione utilizzati nella pratica clinica 
 
 
 
 
Un altro agente immunosoppressivo è l’antibiotico denominato 
rapamicina, il cui principale effetto è l’inibizione della 
proliferazione dei linfociti T. Al pari dell’FK-506, anche la 
rapamicina si lega all’ FK-506BP. Il complesso che ne risulta non 
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inibisce però la calcineurina, ma si lega ad un’altra proteina cellulare 
chiamata MTOR (mammalian Target of Rapamycin). Il meccanismo 
attraverso cui la rapamicina svolge il suo effetto anti-proliferativo sui 
linfociti T non è noto. 
Nel trattamento del rigetto sono utilizzate anche tossine metaboliche 
che uccidono i linfociti T attivati. Questi agenti inibiscono la 
maturazione dei linfociti T dai precursori, ed uccidono le cellule T 
mature che proliferano in risposta agli antigeni. Il farmaco di più 
recente introduzione e di più largo impiego è il mofetil micofenolato 
(MMF). L’MMF viene metabolizzato in acido micofenolico il quale 
è in grado di bloccare nei linfociti T un’isoforma della deidrogenasi 
dell’inosina monofosfato, enzima necessario per la sintesi “de novo” 
dei nucleotidi guaninici. 
Un altro importante agente per la terapia degli episodi di rigetto 
acuto sono gli anticorpi diretti contro antigeni di superficie dei 
linfociti T. Il reagente di uso più frequente è un anticorpo 
monoclonale murino chimanto OKT3, diretto contro l’antigene CD3 
umano. Un altro anticorpo monoclonale attualmente impiegato in 
clinica è l’anticorpo rivolto contro l’antigene CD25 che corrisponde 
alla subunità α del recettore dell’IL-2. 
Il rigetto iperacuto mediato da anticorpi preformati può essere 
prevenuto rimuovendo tali anticorpi dal circolo ad es. tramite la 
plasmaferesi. Il rigetto acuto mediato da anticorpi generati a seguito 
del trapianto può essere prevenuto con farmaci capaci di bloccare la 
produzione di anticorpi. Numerosi farmaci immunosoppressivi di 
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recente introduzione, quali la rapamicina ed il brequinar, si sono in 
effetti dimostrati in grado di inibire la risposta umorale. 
Infine anche agenti anti-infiammatori sono routinariamente utilizzati 
per prevenire e curare il rigetto. Tra questi, i farmaci più potenti sono 
sicuramente i corticosteroidi. Questi ormoni naturali ed i loro 
derivati sintetici agiscono probabilmente bloccando la sintesi e la 
secrezione di citochine quali TNF e IL-1 da parte dei fagociti 
mononucleati. 
I protocolli di immunosoppressione attualmente adottati hanno 
incredibilmente migliorato la sopravvivenza dei trapianti. Prima che 
la ciclosporina venisse adottata nella pratica clinica, il tasso di 
attecchimento dei trapianti da cadavere oscillava ad un anno 
dall’intervento tra il 50% ed il 60%. Dopo l’introduzione della 
ciclosporina e del MMF, la percentuale di sopravvivenza dei 
trapianti da cadavere raggiunge ad un anno il 90%, e l’impiego della 
rapamicina fa sperare in un ulteriore miglioramento 
dell’attecchimento a breve termine. Purtroppo, la prolungata 
immunosoppressione necessaria a garantire il “graft” comporta un 
aumento della suscettibilità a infezioni virali e a tumori causati da 
virus. Per cui è necessario sviluppare nuove strategie 
immunosoppressive mirate e/o personalizzate per ogni paziente. 
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La tolleranza al trapianto è già presente in natura 
 
Si è osservato che nei roditori, ma anche in cani e maiali, è possibile 
prolungare per un lungo periodo di tempo la sopravvivenza 
dell’organo trapiantato senza dover ricorrere alla terapia antirigetto 
cronica. Anche nelle scimmie è stato possibile prolungare la 
sopravvivenza del trapianto di cute e a indurre tolleranza al trapianto 
di rene mediante l’impiego combinato di un breve trattamento con 
globuline antitimociti e infusione sistemica di cellule del donatore. 
Persino nell’uomo si sono verificati casi in cui la sospensione della 
terapia antirigetto per motivi di tossicità o per la comparsa di un 
tumore non ha influito sull’organo trapiantato ,che ha continuato a 
funzionare normalmente per anni. 
Ciò si applica soprattutto al trapianto di fegato, come documentato 
da Thomas Starzl e collaboratori [1], in uno studio su di 23 soggetti 
che per vari motivi avevano, spontaneamente o sotto controllo 
medico, ridotto e poi sospeso completamente i farmaci antirigetto in 
un periodo variabile da 6 mesi a 11 anni dopo il trapianto. Di questi 
10 erano bambini che avevano dovuto sospendere la terapia 
antirigetto per la comparsa di infezioni da virus HCV o HIV, o 
perché avevano sviluppato tumori delle cellule del sangue. In 19 dei 
23 pazienti non si ebbe alcuna reazione di rigetto del trapianto di 
fegato dopo la sospensione dei farmaci e la funzione dell’organo 
rimase nella norma, in alcuni anche per 14 anni. Sia nei soggetti 
adulti sia nei bambini la condizione di tolleranza così acquisita era 
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specifica per gli antigeni del donatore, in quanto tutti erano in grado 
di far fronte a eventuali episodi di infezione sostenuti da batteri o 
virus. 
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Il microchimerismo 
 
Il microchimerismo emopoietico a seguito di trapianto di organo 
solido è definito come la presenza di cellule del donatore nel sangue 
periferico del ricevente. Il fenomeno del microchimerismo può 
essere dovuto alla ricircolazione di cellule emopoietiche mature nel 
sangue periferico del ricevente in condizione di immunosoppressione 
farmacologica. Queste cellule potrebbero avere un ruolo nella 
sopravvivenza a lungo termine del graft, contribuendo alla tolleranza 
verso gli alloantigeni e riducendo il rischio di rigetto. 
Per molto tempo l’organo trapiantato è stato considerato come un 
corpo estraneo all’interno di un organismo, immunologicamente e 
geneticamente omogeneo. I primi dubbi su questo modo di vedere le 
cose furono avanzati da Porter [22] nel 1969, il quale analizzò il 
cariotipo in riceventi femmine di fegato le quali avevano ottenuto 
l’organo da donatori maschi. In particolare evidenziò che a distanza 
di 100 giorni dal trapianto l’intero sistema macrofagico del fegato, 
cellule del Kupfer comprese, era sostituito dalle cellule del ricevente. 
Si trattava della prima prova sperimentale a favore dell’ipotesi di uno 
stato di chimerismo post-trapianto. 
In un primo momento si ritenne che la struttura chimerica del fegato 
fosse una caratteristica peculiare di questo organo: in realtà anni 
dopo il microchimerismo fu rilevato anche in seguito a trapianto di 
intestino, di polmone, di rene [21, 23, 25, 27,28]. E’ stato inoltre 
dimostrato con tecniche di biologia molecolare che le cellule del 
donatore colonizzano non solo il sangue periferico ed i linfonodi del 
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ricevente, ma anche la cute, l’intestino, il midollo osseo e il timo. 
Molto spesso il microchimerismo  si manifesta come un fenomeno 
bifasico, con la scomparsa transitoria dei leucociti del donatore dal 
sangue periferico del ricevente a distanza di tre o quattro mesi dal 
trapianto, e con la loro ricomparsa nei mesi successivi. Questa 
peculiarità fa sì che in alcuni casi si verifichi un periodo finestra, con 
la conseguenza che ogni tentativo di rilevazione del fenomeno in 
questo lasso di tempo dà esito negativo . 
La scoperta che il microchimerismo è un fenomeno esteso, in misura 
variabile, a tutti i tipi di organo solido trapiantato, mise in primo 
piano la questione relativa al destino delle cellule del donatore che 
“scomparivano” dall’organo trapiantato. In un primo tempo fu 
ipotizzato che esse fossero rapidamente distrutte; questa ipotesi 
tuttavia fu accantonata in seguito alle evidenze sperimentali che 
dimostravano inequivocabilmente la presenza delle cellule del 
donatore in vari distretti corporei del ricevente. Per esempio, nel caso 
del trapianto di rene, già negli anni ‘60 furono portate prove indirette 
di quanto sopra affermato, mediante studi su test cutanei verso 
specifici antigeni (tubercolina, histoplasmina, cocciodiodina): si 
osservò, confrontando i dati anamnestici delle coppie donatore 
/ricevente, che in seguito al trapianto il ricevente tendeva in molti 
casi a sensibilizzarsi verso antigeni propri del donatore [19]. In 
particolare il 77% dei pazienti negativi per lo skin test che avevano 
ricevuto il rene da donatori positivi, si positivizzavano in seguito al 
trapianto. Il restante 23%, nei quali il risultato dello skin test 
rimaneva negativo, coincideva con la percentuali di rigetto. Gli 
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autori dello studio all’epoca ipotizzarono che il fenomeno fosse da 
attribuirsi ad un trasferimento dovuto ad un passaggio di leucociti 
dall’organo trapiantato al sistema linfatico del ricevente. L’ipotesi 
non fu ritenuta valida, obiettando che il rene era un organo troppo 
povero di linfociti per giustificare un tale effetto. 
Nel 1969 tuttavia l’ipotesi fu rivalutata allorché furono osservate  in 
pazienti trapiantati di fegato immunoglobuline specifiche del 
donatore: il fatto che queste permanessero a lungo nel sangue del 
ricevente suggerì che cellule immunocompetenti del donatore 
provenienti dall’organo trapiantato rimanessero vitali in particolari 
distretti del ricevente per periodi di tempo molto lunghi, rendendosi 
responsabili nel caso specifico della produzione di immunoglobuline 
osservata [19]. 
La dimostrazione diretta dell’esistenza del microchimerismo fu 
ottenuta solo nel 1991 ad opera di Murase e col. [23] mediante 
citofluorimetria su ratti sottoposti a trapianto di intestino e trattati 
con l’immunosoppressivo FK506. In particolare fu possibile 
evidenziare la colonizzazione dei tessuti linfoidi del ricevente da 
parte dei leucociti stromali dell’organo trapiantato. 
Questa migrazione di cellule portava ad uno stato di chimerismo 
allogenico, che durava almeno fino a 45 gg post-trapianto. Il dato 
interessante era che questa situazione di chimerismo sistemico non 
dava luogo, salvo particolari casi, ad alcun segno clinico o GVHD  
(Graft Versus Host Disease). 
Questo studio pilota a breve termine aprì la strada ad una serie di 
indagini lungo termine, che confermarono la presenza del 
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microchimerismo anche a distanza di anni dal trapianto. Questi studi 
si basavano sulla ricerca del microchimerismo in pazienti trapiantati 
di rene e di fegato, sfruttando le caratteristiche distintive del 
cromosoma sessuale Y (cromosoma esclusivo del maschio) e del 
sistema HLA (regione altamente polimorfica) [27]. Tecniche 
citologiche e amplificazione di specifici segmenti di DNA attraverso 
la polymerase chain reaction (PCR) sono state applicate a biopsie 
tissutali ottenute da un gruppo di 5 soggetti trapiantati di rene 
caratterizzati da una sopravvivenza dell’organo molto alta (27-29 
anni). Alcuni di questi pazienti erano già stati reclutati per lo studio 
relativo allo skin test, circa 30 anni prima [40-42]. Tutti i pazienti 
avevano ricevuto un rene HLA-incompatibile, rendendo così 
possibile distinguere fra cellule del donatore e del ricevente. Inoltre 
in due casi donatore e ricevente erano di sesso opposto. I risultati 
della PCR e della citologia hanno dimostrato che in tutti i pazienti la 
popolazione leucocitaria interstiziale era del donatore, mentre i 
nefroni continuavano ad essere genotipicamente identici al ricevente. 
In tutti i 5 casi presi in esame le biopsie cutanee e linfonodali 
rivelavano la presenza di cellule del donatore, apparentemente 
cellule dendritiche, dimostrando così per la prima volta nell’uomo la 
presenza di un basso livello di chimerismo sistemico 
(microchimerismo) a quasi 30 anni dalla data del trapianto. 
Studi successivi sul trapianto di fegato in ratti evidenziarono che 
leucociti passengers migravano dal fegato trapiantato verso i 
linfonodi (fig. 4), il timo e la milza del ricevente entro poche ore dal 
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trapianto, senza che questa migrazione fosse condizionata in alcun 
modo da eventuali terapie immunosoppressive [29,30].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. Il destino dei leucociti “leukocytes” a seguito di trapianto di 
organo solido o di infusione di cellule midollari. La migrazione è selettiva 
verso gli organi linfoidi dell’ospite. Successivamente, 15-60 giorni dopo il 
trapianto, i leucociti sopravvissuti migrano verso siti non linfoidi. Lo 
stabilirsi di un traffico biunivoco tra cellule del donatore (che migrano 
nell’ospite) e cellule del ricevente (che migrano nell’organo trapiantato), 
potrebbero essere alla base della tolleranza. 
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Le cellule scomparivano nell’arco di alcuni giorni dal trapianto in 
animali non trattati, mentre in ratti trattati per 2 settimane con FK506 
i leucociti sopravvivevano, portando a uno stato di microchimerismo, 
associato alla sopravvivenza dell’organo trapiantato. Il principale 
interrogativo riguarda il significato funzionale di questo stato di 
microchimerismo.  
Il numero relativamente basso di cellule del donatore rilevate nei 
tessuti del ricevente, anche in seguito a trapianto di un organo ricco 
in linfociti come il fegato, pose alcune questioni sull’effettiva 
importanza immunologica del fenomeno. Tuttavia la distribuzione 
pressochè ubiquitaria del chimerismo suggerirebbe il contrario, 
soprattutto in virtù della sopravvivenza a lungo termine osservata nei 
pazienti trapiantati.  
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Interazioni immunologiche 
 
Non è ancora ben chiaro il meccanismo per il quale il 
microchimerismo possa persistere così a lungo dopo il trapianto. E’ 
probabile che alcuni tipi di leucociti presenti nell’organo trapiantato 
non raggiungano la completa differenziazione e mantengano la 
capacità di migrare e di proliferare. In un regime di 
immunosoppressione queste cellule totipotenti  potrebbero dar luogo 
a linee cellulari differenziate, probabilmente cellule dendritiche, in 
grado di replicarsi indefinitamente nei tessuti del ricevente. La 
possibilità di generare cellule dendritiche a partire da precursori 
ottenuti da colture di cellule di midollo osseo di ratto, sangue od 
organi solidi, in seguito a trattamento con GM-CSF, è stata 
ampiamente documentata [30]. Non è chiaro tuttavia come e in base 
a quali segnali la proliferazione di queste cellule avvenga  in vivo. E’ 
stato ipotizzato che le due popolazioni cellulari coesistenti, del 
donatore e del ricevente, interagiscano e diano luogo ad una sorta di 
bilanciamento immunologico, che rappresenterebbe il risultato di una 
“ mutua immunosoppressione naturale” [30, 31]. L’instaurarsi di 
questa persistente interazione cellulare potrebbe dipendere dal ruolo 
permissivo giocato dai farmaci antirigetto, i quali consentirebbero 
l’instaurarsi del microchimerismo una volta che la migrazione 
cellulare bidirezionale a carico dell’organo trapiantato abbia avuto 
luogo.  
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Un’alterazione di questo equilibrio dinamico può risultare sia in un 
rigetto (Host Versus Graft Reaction) che in una graft versus host 
disease (GVHD] (Fig. 5). Tuttavia in regime di 
immunosoppressione, nei casi di trapianto andati a buon fine, questa 
interazione a livello cellulare fra donatore e ricevente può ridurre 
drasticamente tali reazioni.  
In particolare questa reciproca immunosoppressione naturale può 
essere di ausilio nel caso di organi strutturalmente poveri di linfociti, 
come il cuore od il rene.  
Nello stesso modo la reciproca stimolazione immunologica potrebbe 
essere alla base della nota resistenza alla GVHD degli organi ricchi 
di leucociti, come il fegato, l’intestino, o in ultima analisi i trapianti 
combinati multiorgano [37-39]. 
Il fattore chiave per il successo nella pratica clinica consisterebbe 
quindi nel consentire che le due popolazioni cellulari interagiscano, 
senza indebolire o eliminare una delle due popolazioni in favore 
dell’altra. 
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Fig 5. Il modo di vedere le interazioni immunologiche tra ricevente e 
donatore; A e B vecchie concezioni C e D nuove concezioni. 
 
A) Il sistema immune è visto in maniera unidirezionale, le 
cellule del ricevente attaccano l’organo trapiantato dando 
luogo al rigetto HVG (Host Versus Graft). 
 
B) Nello stesso modo erano viste le interazioni immunologiche 
(unidirezionali) nel trapianto di midollo. La completa 
sostituzione delle cellule midollari del ricevente con quelle 
del donatore poteva portare in caso di mancato 
attecchimento ad una gravissima complicanza definita Graft 
Versus Host Disease (GVHD). 
C) Attuale modo di vedere le interazioni immunologiche 
(bidirezionali) tra cellule del donatore e del ricevente. 
Entrambe le popolazioni cellulari interagiscono tra di loro 
contribuendo sia allo svilupparsi di una GVHD sia di una 
HVGD. Nonostante sia la HVGD ad avere una netta 
prevalenza. 
 
D) Attuale modo di vedere lo stabilirsi degli equilibri 
immunologici  nel trapianto di midollo. 
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Sarebbe quindi essenziale evitare trattamenti specifici pre -trapianto 
sul potenziale ricevente, come , per esempio, l’impoverimento di 
componenti cellulari del sistema immunitario, che inevitabilmente ne 
comprometterebbero la reattività. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 6. Contemporanea presenza di HVG e di GVH conseguenti al 
trapianto di organo solido. La terapia immunosoppressiva è importante 
per mantenere l’equilibrio fra le due popolazioni cellulari 
(donatore/ricevente). L’assenza di prevalenza di una delle due popolazioni  
rappresenta la base per un completo attecchimento anche in assenza di 
immunosoppressione. 
 
 
In sostanza, dato che entrambe le popolazioni cellulari, del donatore 
e del ricevente, sono sottoposte allo stesso trattamento 
immunosoppressivo, con finalità protettive, è ipotizzabile che quanto 
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maggiore è l’equilibrio fra le 2 popolazioni cellulari, tanto minore 
sarà la possibilità di rigetto o GVHD (fig. 6). 
E’ probabile che un ruolo chiave nella tollerogenicità del 
microchimerismo post trapianto sia giocato da un tipo speciale di 
leucocita, la cellula dendritica [28, 30]. In una reazione 
immunologica contro uno specifico antigene, sia essa una GVDH o 
un rigetto, la risposta cellulo mediata  ad opera dei linfociti T 
necessita dell’ausilio di un tipo particolare di cellule 
immunocompetenti, le cellule presentanti l’antigene (APC), in grado 
di fornire una serie di segnali co-stimolatori grazie anche alle 
molecole del Complesso Maggiore di Istocompatibilità (MHC) 
presenti sulla loro superficie. Fra i vari tipi di APC le cellule 
dendritiche sono con ogni probabilità le più importanti, anche se 
sicuramente non le uniche, nel contesto delle interazioni alla base del 
microchimerismo, dato che esse possono modificare l’espressione 
degli antigeni MHC, di molecole di adesione, modulando de facto il 
segnale  nei confronti dei linfociti T. 
E’ stato ipotizzato da numerosi autori che la sola teoria della 
delezione clonale intratimica non sia sufficiente a spiegare per intero 
la tolleranza acquisita nei confronti dell’organo trapiantato [35, 36, 
38]. La presenza di un microchimerismo a lungo termine e la 
conseguente interazione fra il sistema immune del ricevente e del 
donatore potrebbe almeno in parte giustificare alcune teorie, come 
per esempio la delezione clonale periferica non timica. 
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Valutazione del microchimerismo mediante Real-Time PCR 
 
La reazione a catena della polimerasi (PCR) è uno strumento 
estremamente potente per amplificare piccolissime quantità di DNA 
o di mRNA. Tuttavia, senza opportuni accorgimenti, la PCR è in 
grado di fornire solo risultati qualitativi. Questo è dovuto al carattere 
esponenziale dell’amplificazione che fa sì che anche minime 
variazioni nell’efficienza della amplificazione si riflettano in una 
marcata variazione della quantità di prodotto amplificato. Inoltre, la 
quantità di prodotto raggiunge un “plateau” negli stadi finali della 
amplificazione [49-51] con la conseguenza che repliche di una stessa 
quantità di un marker danno inevitabilmente quantità diverse (fig. 7) 
Questi problemi sono stati recentemente superati con l’introduzione 
di una nuova tecnica denominata Real-Time PCR. 
 
Effetto plateau 
 
 
Fig.7. Rappresentazione grafica dell’effetto plateau. Indipendentemente 
dal numero di copie di DNA di partenza contenute nel campione, la 
quantità di segnale ottenuto all’aumentare dei numeri di cicli tende ad una 
fase di Plateau. 
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Higuchi et al, sono stati i primi ad analizzare la cinetica della PCR 
attraverso un sistema di rilevamento dei prodotti di PCR in tempo 
reale ovvero man mano che i prodotti si accumulano. Recentemente 
la tecnica della Real-Time PCR è stata migliorata dall’introduzione 
di probes ovvero sequenze di  DNA complementari alle sequenze del 
target da amplificare [53, 54]. Holland et al., hanno dimostrato che il 
taglio del probe target durante la PCR, mediato dall’attività 5’ 
nucleasica della Taq polimerasi potrebbe essere sfruttato per 
analizzare la produzione, sia qualitativa sia quantitativa, del prodotto 
target-specifico [55]. Infatti l’estremità 3’ del probe è mancante del 
gruppo ossidrile–OH necessario per l’allungamento della catena, in 
queste condizioni il probe non può funzionare da innesco. Dal punto 
di vista tecnico la Real-Time PCR, in addizione ai componenti tipici 
necessari per l’amplificazione, contiene un probe marcato 
all’estremità 5’ e 3’ con determinati fluorocromi (scelti ad hoc 
dall’operatore a secondo dell’utilizzo). Durante l’amplificazione 
“l’annealing” del probe alla sua sequenza target genera un substrato 
che non è in grado di essere allungato dalla taq e che viene quindi 
degradato dall’attività esonucleasica 5’ della taq [56, 57, 59].  
Il probe è un semplice oligonucleotide che contiene 
contemporaneamente legati due “dye” fluorescenti funzionanti uno 
da “reporter” ed uno da “quencer”. Quando il probe è intatto (non 
degradato) per il principio di trasferimento dell’energia di Forster 
(FRET), il segnale emesso dal reporter viene annullato ovvero 
assorbito dal quencer (fig.8). 
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Fig. 8 Schematica rappresentazione del trasferimento di energia tra i 
due fluorocromi. L’energia emessa dal reporter è assorbita dal 
quencer . Quando la sonda è degradata il quencer non è abbastanza 
vicino da riuscire ad assorbire l’energia emessa dal reporter con 
conseguente emissione del segnale. 
Una volta frammentata la sonda, il reporter lontano dal quencer 
emette fluorescenza, la quale sara’ proporzionale al numero di 
amplificati prodotti.
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In ogni ciclo di amplificazione la fluorescenza emessa dalla 
degradazione della sonda è misurata “in tempo reale” mediante un 
CCD ( charge-coupled device) che monitorizza le reazioni. 
I dati ottenuti vengono inviati automaticamente ad un software di 
analisi che è in grado di trasformare il segnale di fluorescenza in un 
dato numerico utilizzato per la quantificazione del DNA target. Il 
ciclo soglia indica il punto di intersezione tra la curva di 
amplificazione e la linea soglia posizionata a livello in cui la 
reazione è nella fase esponenziale. Tale valore, confrontato con 
quello degli standards, permette di calcolare la quantità di DNA 
analizzato.  
La capacità di monitorare in tempo reale l’andamento della PCR ha 
completamente rivoluzionato gli approcci metodologici della 
quantificazione del DNA e del RNA basati su tale tecnica [61, 63]. 
Al contrario dei metodi di quantificazione classici, la Real-Time PCR 
presenta principalmente due vantaggi: 
 
1.  la reazione di amplificazione ed il rilevamento del prodotto di 
PCR avvengono in maniera automatica in un sistema chiuso. 
Questa caratteristica permette di ovviare ad uno dei maggiori 
problemi legati alla PCR che è l’inquinamento delle reazioni. 
 
2. la quantificazione viene effettuata quando la reazione è nella 
fase esponenziale, fornendo una maggiore precisione rispetto 
alle altre tecniche. 
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La ricerca di tracce di DNA microchimerico nel sangue 
periferico 
 
Il rilevamento di quantità minime di cellule chimeriche nel sangue 
periferico di un individuo è inficiato dal fatto che la sensitività della 
Real-Time  PCR diminuisce drasticamente se la quantità iniziale di 
DNA target utilizzata nella reazione è elevata (65). D’altra parte se la 
quantità di DNA utilizzata non contiene abbastanza DNA chimerico, 
questo deve essere aumentato ad un livello soglia sufficiente per 
essere amplificato è valutato mediante Real-Time PCR.  
In accordo con quanto riportato in letteratura [66-68], i nostri 
esperimenti dimostrano che il limite massimo di target iniziale è 
circa 2µg di DNA. Al di sopra questi valori la sensitività della 
tecnica diminuisce repentinamente perdendo anche specificità.  
La valutazione del microchimerismo sistemico in pazienti sottoposti 
a trapianto di organo solido (rene, pancreas], eseguita nel nostro 
laboratorio presuppone che la metodica sia in grado di evidenziare in 
maniera specifica meno di una copia di DNA microchimerico in un 
background superiore a 2µg di DNA totale. Perciò, si è reso 
necessario modificare le condizioni di amplificazioni raccomandate e 
sviluppare un metodo capace di lavorare e mantenere un buona 
sensitività in presenza di 3-4µg di DNA target. 
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Scopo della tesi 
 
Lo scopo di questo studio è stato quello di mettere a punto un 
protocollo metodologico, mediante tecniche di biologia molecolare, 
al fine di valutare la presenza di DNA microchimerico nella 
popolazione leucocitaria di sangue periferico di pazienti sottoposti a 
trapianto di rene. Inoltre, è stata eseguita un’accurata analisi 
qualitativa e quantitativa della presenza di DNA microchimerico 
libero presente nel plasma dei pazienti trapiantati. In questo modo è 
stato possibile valutare da un punto di vista comparativo l’influenza 
del DNA microchimerico anche sulla base della sua origine. 
Le correlazioni del microchimerismo con variabili epidemiologiche, 
cliniche, genetiche ed immunologiche, potrebbero aiutare a chiarire 
l’eventuale ruolo del microchimerismo sistemico nell’andamento del 
graft. 
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Materiali e metodi 
 
Pazienti 
In questo studio sono stati analizzati complessivamente 132 pazienti 
trapiantati di rene KA (Kidney Alone) presso l’U.O. di Chirurgia 
Generale e Trapianti dell’ Università di Pisa in collaborazione con 
l’U.O di Immunoematologia II - Laboratorio di Immunogenetica 
dell’Azienda Ospedaliera Universitaria Pisana.  
Tutti i pazienti sono stati analizzati per presenza e quantità di 
microchimerismo con follow-up da 1 a 22 anni. La ricerca è stata 
effettuata contemporaneamente sia su campioni di sangue periferico 
sia su campioni di plasma. 
L’analisi è stata effettuata suddividendo la popolazione dei pazienti 
trapiantati per presenza/assenza di disordini immunologici. 
 
Estrazione del DNA da Sangue periferico 
Tutti i campioni sono stati raccolti in provette contenenti EDTA 
come anticoagulante. Il DNA è stato estratto a partire da 500 µl di 
sangue utilizzando la metodica modificata di Miller S. A. In breve, 
gli eritrociti sono lisati utilizzando, rispetto alla quantità di sangue 
iniziale, 2 volumi di soluzione lisante RCLB (Red Cell Lysis 
Buffer), contenente 0,144M NH4Cl/100mM NaHCO3. 
Successivamente i campioni vengono centrifugati a 12000g, il 
sovranatante viene rimosso ed il pellet viene lavato per tre volte con 
la soluzione lisante. A questo punto, al pellet vengono aggiunti 300µl 
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di soluzione WCLB (White Cell Lysis Buffer) lisante i globuli 
bianchi, contenente 0,01M di Tris (pH 8.0), 0,4 M NaCl, 0,002M 
EDTA (pH 8.0), 20 µl PK e 20 µl SDS al 10%. La soluzione viene 
incubata a 60°C per due ore: in questa fase le cellule vengono lisate  
rilasciando in soluzione il DNA. La precipitazione del DNA viene 
effettuata mediante l’aggiunta di 200 µl di Sodio Acetato saturo; il 
campione viene agitato vigorosamente per 1 minuto e centrifugato a 
12000g per 4 minuti. Alla fase acquosa, contenente il DNA, vengono 
aggiunti 2 volumi di etanolo per la precipitazione definitiva. Il pellet 
di DNA, a questo punto visibile, viene trasferito in una eppendorf 
pulita contenente etanolo al 70% e centrifugato al massimo per 1 
minuto. Il pellet è ricostituito con 100µl di acqua. 
La concentrazione del DNA è determinata valutando l’assorbanza a 
260nm (A260/A280) e diluito in maniera tale da ottenere una 
concentrazione finale di 200-400ng/µl. L’intera procedura di 
estrazione è stata eseguita in una stanza separata, sotto una cappa a 
flusso laminare, in accordo con il protocollo di Kwok [28]. 
La qualità dell’acido nucleico è stata valutata attraverso la lettura a 
280 nm e dal rapporto delle D.O 260/280nm che per DNA puri deve 
essere intorno a 1.8. 
 
Estrazione del DNA da plasma 
L’estrazione del DNA è stata effettuata a partire da 500μl di plasma 
mediante l’utilizzo delle colonnine Quiagen (QIAamp DNA Mini 
Kit). 
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In breve, il protocollo prevede l’utilizzo di 200μl di Buffer di lisi AL 
e 40μl di Proteinase K; l’incubazione viene effettuata a 60°c per 15 
minuti.  
Dopo l’incubazione vengono aggiunti 230μl di Etanolo al 99%, si 
agita per 2 minuti e si trasferisce la soluzione sulla colonnina 
Quiagen, si centrifuga per 1 minuto a 10000 rpm; si elimina l’eluato 
e si trattiene la resina contenente legato il DNA. A questo punto si 
effettuano due lavaggi rispettivamente con il Buffer AW1 ed AW2; 
si centrifuga a 14000 rpm per 3 min e si elimina l’eluato. 
A questo punto la colonnina viene posta su di una Eppendorf da 
1,5/2ml allo scopo di raccogliere l’eluato contenete il DNA. 
L’eluizione del DNA viene effettuato  aggiungendo 90μl H20 alla 
colonnina. 
 
 
Amplificazione dei campioni 
I campioni di DNA estratti sono stati tutti esaminati per la presenza 
di eventuali inibitori della DNA polimerasi mediante amplificazione 
con un set di primers che riconosce specificamente il gene della β2 
microglobulina umana. 
Le reazioni di amplificazione sono state tutte eseguite in un volume 
finale di 50μl utilizzando una miscela composta da 400ng di DNA, 
KCl 50mM, MgCl2 1,5 mM, Tris-HCl 67mM (pH 8.8), gelatina 
0,001%, dNTPs 200μM, 0,3U di taq polimerasi (EurobioTaq, 
Labtek) e 0,2μM di ciascun primer senso (β2F) e antisenso (β2R). 
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La Reazione Polimerasica a Catena (PCR) consiste in 35 cicli di 
amplificazione così suddivisi:  
 
- step iniziale di denaturazione a 95°C per 2’; 
- 30 cicli delle seguenti fasi: - 95°C per 30’’, 
     - 64°C per 30’’, 
      - 72°C per 30’’, 
     - 72°C per 30’’;  
- step finale di “holding” a 4°C. 
 
Successivamente 8μl del prodotto di amplificazione sono stati corsi 
su gel di agarosio al 2% in tampone tris-borato EDTA (TBE) 1X e 
colorati con bromuro d’etidio (Et.Br).  
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Genotipizzazione per il locus HLA-DRB1 
 
La localizzazione, la sequenza, la lunghezza, le temperature di 
associazione (Tm), e le specificità dei primers sequenza specifica 
usati per la tipizzazione a bassa risoluzione degli alleli DRB1(sia del 
donatore sia del ricevente) sono mostrati nella tabella 3.  
Diciotto primers senso e diciannove primers antisenso sono 
combinati tra loro ottenendo ventuno miscele usate per identificare le 
corrispondenti variabilità alleliche del DRB1.  
In ogni reazione di PCR è stato incluso un controllo interno della 
reazione mediante una coppia di primers che amplifica 
specificamente il terzo introne del gene DRB1. 
La miscela di reazione è stata eseguita in un volume finale di 15 μl 
ed è così composta: 50ng di DNA genomico, 50mM KCl, MgCl2 1,5 
mM, Tris-HCl 67mM (pH 8.8), gelatina 0.001%, dNTPs 200miM, 
0.1U di taq polimerasi (EurobioTaq, Labtek) 1μM dei primers alleli 
e gruppo specifici per DRB1 e 0,2μM dei primers (C3, C5) di 
controllo.  
La reazione di amplificazione è stata eseguita su un TermalCycler 
PT100 (MWG) è consiste in 35 cicli così suddivisi:  
 
- step iniziale di denaturazione a 95°C per 2’; 
- 35 cicli delle seguenti fasi.  - 95°C per 20’’, 
     - 65°C per 50’’, 
     - 72°C per 50’’, 
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     - 72°C per 20’’; 
- step finale di “holding” a 4°C. 
 
 
L’assenza o la presenza del prodotto di amplificazione è stata 
visualizzata, mediante corsa elettroforetica a 140V su gel di agarosio 
al 2% (figura 11). 
Gli alleli HLA-DRB1 sono assegnati unicamente sulla base della 
presenza del prodotto d’amplificazione in un sistema di PCR 
tipizzazione basato sull’utilizzo di primers sequenza specifici (PCR-
SSP) (figura 11 e tabella 4). 
La tipizzazione HLA-DRB1 è stata effettuata per tutti i riceventi su 
campioni di sangue prelevati prima del trapianto, mentre la 
tipizzazione dell’HLA-DRB1 dei riceventi dopo l’allocazione degli 
organi, è effettuata su campioni di sangue opportunamente 
criopreservati. 
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c           
peso 
molecolare 
mix 
5'- 
prim
er 
Primer 
Sequence bp Tm
3'- 
primer
 
 
 
 
 
Sequence bp Tm 
del prodotto 
di PCR 
Specificità di 
amplificazione 
1 5' 01 5' ttgtggcagcttaagtttgaat 3' 22 60°C 3' 047 5' ctgcactgtgaagctctcac 3' 20 62°C 255 bp DRB1*0101-DRB1*0103 
     3' 048 5' ctgcactgtgaagctctcca 3' 20 62°C 255 bp  
15 5' 02 5' tcctgtggcagcctaagag 3' 19 60°C 3' 01 5'ccgcgcctgctccaggat 3' 18 62°C 197 bp DRB1*1501-DRB1*1502 
16 5' 02 5' tcctgtggcagcctaagag 3' 19 60°C 3' 02 5' aggtgtccaccgcggcg 3' 17 60°C 213 bp DRB1*1601-DRB1*1602 
3 5' 03 5' tacttccataaccaggaggaga 3' 22 64°C 3' 03 5' tgcagtagttgtccacccg 3' 19 60°C 151 bp DRB1*0301-DRB1*0302 
17 5' 06 5' gacggagcgggtgcggta 3' 18 62°C 3' 048 5' ctgcactgtgaagctctcca 3' 20 62°C 217 bp DRB1*0301 
18 5' 03 5' tacttccataaccaggaggaga 3' 22 64°C 3' 047 5'ctgcactgtgaagctctcac 3' 20 62°C 189 bp DRB1*0302, DRB1*1302
          DRB1*1305, DRB1*1402
          DRB1*1403 
4 5' 04 5' gtttcttggagcaggttaaaca 3' 22 62°C 3' 047 5' ctgcactgtgaagctctcac 3' 20 62°C 260 bp DRB1*0401-DRB1*0411 
     3' 048 5' ctgcactgtgaagctctcca 3' 20 62°C 260 bp  
7 5' 07 5' cctgtggcagggtaagtata 3' 20 60°C 3' 079 5' cccgtagttgtgtctgcacac 3' 21 66°C 232 bp DRB1*0701-DRB1*0702 
8 5' 08 5' agtactctacgggtgagtgtt 3' 21 62°C 3' 05 5' ctgcagtaggtgtccaccag 3' 20 64°C 214 bp DRB1*0801-DRB1*0804 
9 5' 09 5' gtttcttgaagcaggataagttt 3' 23 62°C 3' 079 5' cccgtagttgtgtctgcacac 3' 21 66°C 236 bp DRB1*0901 
10 5' 10 5' cggttgctggaaagacgcg 3' 19 62°C 3' 047 5' ctgcactgtgaagctctcac 3' 20 62°C 204 bp DRB1*1001 
11 5' 05 5' gtttcttggagtactctacgtc 3' 22 64°C 3' 06 5' ctggctgttccagtactcct 3' 20 62°C 176 bp DRB1*1101-DRB1*1104 
12 5' 08 5' agtactctacgggtgagtgtt 3' 21 62°C 3' 08 5' cactgtgaagctctccacag 3' 20 62°C 248 bp DRB1*1201-DRB1*1202 
13,1 5' 03 5' tacttccataaccaggaggaga 3' 22 64°C 3' 10 5' cccgctcgtcttccaggat 3' 19 62°C 130 bp DRB1*1301-DRB1*1302 
13,2 5' 05 5'gtttcttggagtactctacgtc 3' 22 64°C 3' 045 5' tgttccagtactcggcgct 3' 19 60°C 171 bp DRB1*1303-DRB1*1304 
14,1 5' 05 5'gtttcttggagtactctacgtc 3' 22 64°C 3' 11 5' tctgcaataggtgtccacct 3' 20 60°C 224 bp DRB1*1401-DRB1*1404 
 5' 08 5' agtactctacgggtgagtgtt 3' 21 62°C     215 bp DRB1*1405 
14,2 5' 03 5' tacttccataaccaggaggaga 3' 22 64°C 3' 12 5' tccaccgcggcccgcc 3' 16 60°C 140 bp DRB1*1305-DRB1*1402 
          DRB1*1403 
                     
 
Tabella 3. Sequenza nucleotidica, lunghezza, Tm e specificità delle coppie di primers usati 
per l’identificazione delle specificità all’elleliche del gene HLA-DRB1 mediante una tecnica 
di PCR-SSP. 
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Figura 11. Esempio di tipizzazzione HLA-DRB1* del paziente G. 
R., la banda di amplificazione indica la presenza dell’allele 
corrispondente alla mix dei primers “allele gruppo specifici” 
utilizzati. Per facilitare la lettura si è fatto uso di una griglia in cui 
sono riportati gli alleli corrispondenti ai rispettivi pozzetti. 
Tabella 4. Griglia di lettura. Esempio di tipizzazione [paz. G.R.] le 
posizioni in cui è presente l’amplificato sono marcate da una x: la 
corrispondente tipizzazione risulta essere DRB1*03;13. 
GRIGLIA DI LETTURA 
Posizione 
 
 
  Specificità 
1  DRB1*01 
2  DRB1*0103 
3 
 
 DRB1*15 
4  DRB1*16 
5 X DRB1*03 
6 
 
 X DRB1*17 [13] 7  DRB1*18 [11, 13, 14, 16] 
8  DRB1*04 
9   DRB1*07 
10  DRB1*08 [14] 
11  DRB1*09 
12   DRB1*10 
13  DRB1*11 [03, 04, 12, 14] 
14  DRB1*12 
15 
 
 DRB1*13 [11] 
16  DRB1*13 [03, 14] 
17 X DRB1*13 [11, 14, 16] 
18 
 
 DRB1*13 [11, 14] 
19  DRB1*03, 08,12,13,14 
20  DRB1*14 [03, 08, 11, 13] 
21 
 
 DRB1*14 [11, 13, 16] 
22 X DRB5*01, *02 
23  DRB3*01, *02, *03 
24 
 
X DRB4*01  
1    2   3   4    5   6    7   8   9  10  11 12 13 14 15  16 17 18  19 20  21 22 23  24 
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Analisi qualitativa e quantitativa del microchimerismo sistemico a seguito 
di trapianto di organo solido 
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Sedici mix di reazione sono state necessarie per coprire 
completamente tutte le specificità antigeniche riscontrate nel nostro 
studio.  
Per tutte gli antigeni HLA-DRB1 è stata studiata una sonda generica 
che riconosce specificamente la porzione centrale dell’esone 2 
dell’HLADRB1 (fig.12). Lo studio del probe è stato effettuato nel 
nostro laboratorio senza il supporto del software “primer design 
Real-Time  PCR” a causa della insufficiente lunghezza di basi non 
polimorfiche disponibili nella regione bersaglio.  
La miscela di reazione è stata eseguita in un volume finale di 50 μl 
ed è così composta: 1,5-3μg di DNA genomico, 50mM KCl, MgCl2 
1,5 mM, Tris-HCl 67mM (pH 8,8), gelatina 0,001%, dNTPs 200mM, 
0,1U di taq polimerasi (Taq Gold- Applied Biosystems), 0.2μM dei 
primers alleli e gruppo specifici per il DRB1 da ricercare e 0,1μM 
del probe generica per l’esone 2 dell’HLA-DRB1. 
La reazione di amplificazione è stata eseguita su un GeneAmp PCR 
System 9600 (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) utilizzando le 
piastre e i tappi ottici MicroAmpTM (Perki Elmer Termal).  
Le reazioni di amplificazione consistono, dopo una iniziale 
denaturazione a 95°C per 5 minuti, in 50 cicli così suddivisi:  
 
- 95°C per 20’’; 
- 60°C per 60’’; 
-  72°C per 30’’,  
- e una fase finale di “holding” a 15°C. 
Materiali e metodi 
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Primer 
F Sequenza  
Primer 
R Sequenza  
Lung. 
Amplif. Specificità 
               
        
D1F TTGTGGCAGCTTAAGTTTGAAT  D1R CTCGCCGCTGCACTGTGAAG  230 DRB1*01 
D15F TCCTGTGGCAGCCTAAGAG  D15R CCGCGCCTGCTCCAGGAT  197 DRB1*15 
D16F TCCTGTGGCAGCCTAAGAG DRB1*16  D16R AGGTGTCCACCGCGGCG  213 
DRB1*03 D03F TACTTCCATAACCAGGAGGAGA  D03R TGCAGTAGTTGTCCACCCG  151 
DRB1*04 D04F GTTTCTTGGAGCAGGTTAAACA  D04R CTCGCCGCTGCACTGTGAAG  210 
 
D07F CCTGTGGCAGGGTAAGTATA  D07R DRB1*08 CCCGTAGTTGTGTCTGCACAC  232 
DRB1*1001 D10F CGGTTGCTGGAAAGACGCG  D10R CTGCACTGTGAAGCTCTCAC  204 
DRB1*1101-04 D11F GTTTCTTGGAGTACTCTACGTC  D11R CTGGCTGTTCCAGTACTCCT  176 
DRB1*1201-02 D12F AGTACTCTACGGGTGAGTGTT  D12R CACTGTGAAGCTCTCCACAG  248 
DRB1*1401,04 D14AF GTTTCTTGGAGATACTCTACGTC  D14AR TCTGCAATAGGTGTCCACCT  224 
DRB1*1402,03,05D14BF TACTTCCATAACCAGGAGGAGA  D14BR TCCACCGCGGCCCGCC  140 
DRB1*1301,02 D13AF TACTTCCATAACCAGGAGGAGA  D13AR CCCGCTCGTCTTCCAGGAT  130 
DRB1*1303,04 D13BF GTTTCTTGGAGTACTCTACGTC  D13BR TGTTCCAGTACTCGGCGCT  171 
DRB1*108 D08F AGTACTCTACGGGTGAGTGTT   D08R CTGCAGTAGGTGTCCACCAG   195 
        
  Generica GDRB1 5' -6-FAM-CTGGAACAGCCAGAAGGAC-TAMRA-3' 
                
 
Tabella 5. Sequenza nucleotidica, lunghezza, e specificità delle coppie di primers usati per 
l’amplificazione e quantificazione mediante real-time PCR delle specificità alleliche del 
locus HLA-DRB1. In grassetto e riportata la sequenza nucleotidica con le relative 
marcature fluorescenti del probe. 
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Costruzione degli standards  interni  
Per la costruzione degli standards interni, necessari per la 
quantificazione del DNA target, ci siamo avvalsi di un DNA con 
numero di copie note e con tipizzazione HLA-DRB1 specifico per il 
donatore ma mismatched con il ricevente. Di questo DNA standard 
sono state fatte tre diluizioni seriali in maniera tale da ottenere delle 
“working Standard Solutions” con rispettivamente 1000, 100, 10 
numero di copie per microlitro.  
Attraverso un programma di elaborazione dei dati, le “working 
Standard Solutions” sono state utilizzate per la creazione della curva 
di calibrazione necessaria per la quantificazione. Ovviamente per 
ogni specificità HLA-DRB1 è stato necessario preparare degli 
opportuni standards valutandone la specificità sensibilità e 
sensitività.  
Il probe, marcato all’estremità 5’ con TAMRA (fluorocromo 
Reporter) ed all’estremità 3’ con FAM (fluorocromo Quencher), è 
stato studiato in una regione non variabile ed interna all’esone 2 
dell’HLA-DRB1 (fig.12). 
Questa strategia consente di utilizzare il probe per tutte le specificità 
HLA-DRB1, rendendo il metodo estremamente vantaggioso sia in 
termini economici che pratici. 
 
Materiali e metodi 
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Fig.12 Rappresentazione schematica  della specificità  degli oligonucleotidi 
utilizzati per amplificare gli alleli  del locus HLA-DRB1. La probe [con specificità 
generica] è localizzata nella parte centrale non variabile dell’esone 2. 
 
 
 
Efficienza di amplificazione 
Sebbene una determinata specificità allelica del DNA target e dello 
standard venga riconosciuta ed amplificata specificatamente dagli 
stessi primers, minime differenze nelle condizioni di amplificazione 
presenti nei differenti tubi di reazione potrebbero dar luogo a 
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discrepanze nella efficienza di amplificazione. Comunque, ai fini 
della quantificazione queste piccole differenze sono del tutto 
trascurabili.  
Diverso è il discorso quando si comparano fra loro i set di primers 
utilizzati per le diverse specificità alleliche. Infatti, differenze nella 
sequenza nucleotidica dei primers potrebbero dar luogo a forti 
discrepanze nella efficienza di amplificazione. Queste sono dovute a 
differenze nella denaturazione e processività dei primers, alla 
lunghezza dell’amplificato, alla distanza tra i primers ed il probe e ad 
altri fattori.  
E’ stato quindi necessario valutare la sensibilità e la specificità della 
metodica per ogni mix di primers utilizzata. A questo scopo, quantità 
equimolari di 1000, 100, 10 copie equivalenti di standard sono state 
amplificate in una Real-Time PCR con e senza 2,5μg di DNA  
(Background) non specifico per le mix di primers utilizzati. In 
maniera tale da valutare anche l’effetto inibitorio del DNA “non-
target” (fig. 15). 
Materiali e metodi 
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Fig.15 Curve di amplificazione in doppio degli standard con specificità 
all’ellica HLA-DRB1* 07. La linea in rosso rappresenta il Ct, come si può 
notare al 27° , 33° e 38 °ciclo è possibile evidenziare rispettivamente 1000, 
100  e 10  copie di DNA equivalenti. 
Ct
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La creazione degli standards è stata effettuata utilizzando DNA 
estratto da sangue periferico prelevato da donatori volontari di 
sangue arruolati  presso l’U.O. di Immunoematologia II 
dell’Ospedale-Cisanello di Pisa.  
Brevemente, il DNA è stato estratto mediante la tecnica di “salting-
out” da pazienti con tipizzazione HLA-DRB1 omozigote e 
quantificato in maniera accurata in triplicato utilizzando almeno tre 
diluizioni. Considerando che una cellula contiene circa 6,5pg di 
DNA sono state effettuate tre diluizioni in maniera tale da ottenere 
3,25ng/µl (1000 copie/µl), 0,325 ng/µl (100 copie/µl) e 0,0325ng/µl 
(10 copie/µl) di DNA. 
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Analisi dei Pazienti 
La “conditio sine qua non” di questo studio è rappresentata dalla 
disponibilità di un campione di sangue periferico del ricevente prima 
del trapianto da utilizzare come “bianco”. Proprio per le 
caratteristiche fisiopatologiche dei pazienti esaminati, non di rado 
potremmo trovarci in presenza di chimerismo ancora prima del 
trapianto. La presenza di queste cellule nel ricevente potrebbe essere 
dovuto a diversi fattori quali gravidanza, trasfusioni di sangue o 
precedenti trapianti.  
Tutti i riceventi ed i potenziali donatori sono stati tipizzati per le 
specificità HLA-DRB1 e tutti quelli con mismatched HLA-DRB1 fra 
donatore e ricevente sono stati arruolati nello studio.  
L’analisi è stata effettuata in duplicato (in alcuni casi anche in 
triplicato) a partire da DNA template estratto in momenti diversi. La 
quantificazione del DNA target microchimerico è stata effettuata 
utilizzando sia gli standard che i pazienti in triplicato (es. 1000, 1000, 
1000, 100, 100, 100, 10, 10, 10 e Paz1, Paz1, Paz1).  
Tutti i pazienti sono stati monitorati dopo il trapianto con un follow-up 
pre-definito tra 1 e 22 anni. 
La quantificazione dell’eventuale presenza di cellule specifiche del 
donatore nel ricevente è stata effettuata in maniera automatica 
mediante l’utilizzo del software SDS V2.1 Applied Biosystems (Foster 
City California 944404 USA9). Il numero di copie relativo ottenuto 
con la Real-Time PCR è stato trasformato in numero di copie assoluto 
e riportato come cellule del donatore/cellule ricevente. Per il calcolo 
del numero assoluto delle copie è stato assunto che ogni cellula 
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contiene in media 6,5pg di DNA. Per una corretta quantificazione 
bisogna tenere conto anche della conformazione allelica in cui si 
trovano gli alleli HLA-DRB1 (omozigote o eterozigote). 
 
 
Analisi Statistica 
Nel presente studio l’analisi statistica quantitativa e qualitativa del 
chimerismo è stata valutata rispettivamente mediante il test di t-
Student e di Fisher. 
Nell’eseguire l’analisi quantitativa i dati del microchimerismo sono 
stati tutti riportati come x cellule equivalenti del donatore su 50000 
cellule equivalenti del ricevente. In questo modo la variabile quantità 
di microchimerismo è stata normalizzata rendendo l’analisi più 
precisa. 
Infine, nella valutazione statistica della presenza/assenza del 
microchimerismo, tenendo conto della numerosità del campione, 
abbiamo deciso di avvalerci del test di Fisher. 
 
 
 
Risultati 
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Risultati 
 
In questo studio abbiamo sviluppato e messo a punto un metodo che, 
combinato con la Real-Time PCR e l’utilizzo di “primers sequenza 
specifici” (SSP) per gli alleli HLA-DRB1, è capace di evidenziare in 
maniera riproducibile minime quantità di microchimerismo 
allogenico.  
I primers utilizzati nella reazione di amplificazione della tipizzazione 
HLA-DRB1 e per la Real-Time PCR sono rispettivamente illustrati  
nelle tabelle 3 e 5. 
Sulla base dei dati riportati in letteratura [69, 70] è evidente che la 
ricerca di cellule microchimeriche, mediante l’utilizzo della Real-
Time PCR, necessita di alcune modifiche tali da permettere un 
incremento della sensibilità della tecnica senza comprometterne la 
specificità. Utilizzando gli standards, con numero  noto di copie di 
acido nucleico (10, 100 e 1000 copie/µl), abbiamo testato la sensitività 
della tecnica mediante diluizioni incrementali di DNA non specifico 
per i primers utilizzati nella mix (0, 100, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 
3000, 4000 ng per microlitro). In questo modo è stato stabilito che il 
limite massimo di DNA di “background” da utilizzare nella mix di 
reazione senza compromettere la specificità e la sensibilità (effetto 
inibitorio del DNA) è di circa 3,5-4µg.  
Il protocollo di Real-Time PCR che abbiamo utilizzato è 
completamente nuovo e messo a punto in “house”; in particolare non 
è stato utilizzato il tampone “10X TaqMan Buffer” (consigliato dalla 
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casa produttrice) che è stato sostituito da una mix preparata  nel nostro 
laboratorio (vedi materiali e metodi).  
In definitiva, il nostro metodo permetterebbe teoricamente di 
quantificare fino ad un massimo di 2,5 x10-6 cellule equivalenti del 
donatore, mentre nella pratica, la sensibilità del metodo è stata stimata 
essere di circa 6,6 x10-6 cellule equivalenti del donatore. Questa 
differenza di circa 3 fattori fra la sensibilità teorica calcolata e quella 
realmente trovata dipende da numerosi fattori sia fisici sia chimici. 
Nello studio sono stati arruolati un totale di 132 pazienti trapiantati di 
rene (KA), i quali, in base alla consecutio temporum, sono stati così 
suddivisi : 
a) Fascia I costituita da numero 62 pazienti con follow-up 
compreso tra 1 e 5 anni; 
b)  Fascia II con 54 pazienti con follow-up compreso tra 5 e 10 
anni; 
c)  Fascia III con 16 pazienti con follow-up > di 10 anni. 
 
Allo scopo di facilitarne l’analisi, i pazienti sono stati ulteriormente 
stratificati per presenza/assenza di Disordini Immunologici (D.I.).  
Per ogni paziente sono disponibili almeno due prelievi di sangue 
periferico prelevati in tempi diversi; generalmente al momento della 
visita nefrologica, la quale è programmata e personalizzata. In ogni 
caso, al verificarsi di eventi avversi (problemi clinici del paziente) che 
rendono necessario una visita nefrologica, presso il centro trapianti, 
viene allo stesso momento effettuato un prelievo di sangue periferico 
per la valutazione del microchimerismo. 
Risultati 
Analisi qualitativa e quantitativa del microchimerismo sistemico a seguito 
di trapianto di organo solido 
 
64
L’analisi dei dati dimostra che l’evoluzione temporale del fenomeno 
non è costante; dopo una prima fase di fluttuazione significativa (1-5 
anni), sia quantitativa sia qualitativa, il fenomeno tende a stabilizzarsi.  
Ne consegue una netta diminuzione in termini percentuali dei pazienti 
che presentano cellule microchimeriche.  
La percentuale dei pazienti risultati positivi per il microchimerismo, 
come mostrato nella tabella 6, compresi nella prima fascia (61%) è 
nettamente superiore a quella riscontrata nella seconda e terza fascia 
(rispettivamente 26% e 31%). 
Quando l’analisi è effettuata prendendo in considerazione la presenza o 
l’assenza di D.I., appare evidente che i pazienti che presentano 
contemporaneamente le variabili microchimerismo/D.I sono in 
percentuale più numerosi (tabella 7) rispetto ai pazienti con le variabili 
microchimerismo/assenza di D.I. (89% contro 34%).  
Inoltre, l’analisi quantitativa del fenomeno (tabella 7) dimostra che 
l’81% dei pazienti con D.I. presenta quantità elevate di 
microchimerismo (>1/20000). 
L’analisi statistica, effettuata comparando il gruppo dei pazienti senza 
D.I. con il gruppo dei pazienti con D.I. e quantità di microchimerismo 
>1/20000 cellule equivalenti è risultata altamente significativa 
p<0,000001 e RR=128 (tabella 8).  
Al contrario, comparando il gruppo dei pazienti con disordini 
immunologici e quantità di microchimerismo <1/20000 cellule 
equivalenti non è risultata statisticamente significativa (tabella 9). 
Infine, debolmente significativa (p< 0,0041 Yates) è risultata l’analisi 
statistica effettuata comparando il gruppo dei pazienti senza D.I con il 
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gruppo dei pazienti con D.I (tabella 10.) a prescindere dalla quantità di 
microchimerismo (analisi qualitativa)  
Al contrario di quanto osservato con le analisi su sangue periferico, il 
microchimerismo plasmatico dimostra essere un evento notevolmente 
costante sia in termini qualitativi sia in termini quantitativi. I dati non 
hanno evidenziato nessuna differenza statisticamente significativa 
analizzando il fenomeno nelle tre fascie temporali (tabella 11). 
Il numero esiguo di pazienti positivi per microchimerismo plasmatico 
non consente di effettuare un’analisi statistica precisa. Ad ogni modo, 
una bassa associazione (P<0,013 corretto con Yates) è stata trovata 
confrontando i pazienti positivi con presenza/assenza di D.I. 
appartenenti alla fascia di follow-up>10 anni (tabella 12). 
Infine, nessuna correlazione statisticamente significativa è stata trovata 
tra presenza (qualitativa e quantitativa) di microchimerismo è match 
HLA. 
Risultati 
 
Microchimerismo emopoietico-Pazienti  KA-LTS 
 Anni Post-tx Tot. Paz. Pos.(%) 
    
1a-5a 62 38(61)  
5a-10a 54 14(26)  
>10a 16 5(31)  
Tabella xx. Analisi del microchimerismo nei pazienti LTS. I pazienti sono 
stati raggruppati, in maniera empirica, sulla base del tempo trascorso dal 
trapianto.  
 
 
 
 Grande Tot. 132 57(43) 
Microchimerismo emopoietico-pazienti stratificati per 
presenza/assenza di DI 
 
N°Pazienti Pos(%) <20000 >20000 
     
SDI 105 35(34) 4(3,8) 31(29,5) 
DI 27 24(89) 22(81) 2(8) 
Tot 132 59(45) 26(44) 33(56) 
 
Tabella xx. Presenza del microchimerismo nei pazienti LTS. I pazienti sono 
stati suddivisi per presenza/assenza di DI 
P< 0,000001 Yates; RR16   
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Microchimerismo emopoietico SDI vs D.I <1/20000 
  DI SDI  
>1/20000 22 4  
neg 3 70  
c h i - q u a d r a t o:  
c h i - q u a d r a t o (corretto Yates): 
p< 0,00001 
P<0,00001  
o d d s  r a t i o: 128  
Tabella 9 a. Distribuzione dei pazienti positivi (con quantità di 
microchimerismo maggiore di 1 cellula equivalente del donatore su 20000 
cellule equivalenti del ricevente) e negativi  
 
 
 
Microchimerismo emopoietico SDI vs D.I >1/20000 
  dis. Imm SDI  
<1/20000 3 31  
neg 3 70  
c h i - q u a d r a t o:  
c h i - q u a d r a t o (corretto Yates):  
o d d s   r a t i o: 
ns 
ns 
 
ns 
  
Tabella 9b. Distribuzione dei pazienti positivi (con quantità di 
microchimerismo maggiore di 1 cellula equivalente del donatore su 20000 
cellule equivalenti del ricevente) e negativi 
Risultati 
 
Microchimerismo emopoietico SDI vs DI-Tot 
  dis. Imm SDI  
positivi 24 35  
neg 3 70  
c h i - q u a d r a t o:  
c h i - q u a d r a t o (corretto Yates):  
p<0,0012 
p<0,0041 
18,67 o d d s   r a t i o:  
       
Tabella 9c Analisi qualitativa del microchimerismo in pazienti stratificati 
per presenza assenza di DI 
 
 
 
 
Tabella 11. Analisi del microchimerismo plasmatico nei pazienti “long-
term surviving”. I pazienti sono stati raggruppati, in maniera empirica, 
sulla base del tempo trascorso dal trapianto. 
Microchimerismo plasmatico-Pazienti KA-LTS 
Anni post-tx Tot. paz pos(%)  
    
1a-5a 61 13(21)  
5a-10a 28 6(21)  
>10a 22 4(18)  
57(43) Grande Tot 111  
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Microchimerismo plasmatico SDI vs DI-Follow-up >10 
 
  dis. Imm SDI  
Positivi 3 1  
Neg 4 14  
c h i - q u a d r a t o:  
c h i - q u a d r a t o (corretto Yates):  
o d d s   r a t i o: 
p<0,0037 
p<0,013 
10,2  
Tab. 10 Analisi qualitativa del microchimerismo in pazienti stratificati per 
presenza assenza di DI 
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Discussione 
 
La ricerca di piccole quantità di DNA microchimerico, in un elevato 
background di DNA del ricevente, è stata effettuata con successo 
utilizzando la tecnica della Real-Time PCR.  
Il metodo è stato reso estremamente sensibile mediante opportuni 
accorgimenti tecnici che hanno consentito la rilevazione di 6,6 x10-6 
cellule equivalenti del donatore.  
Tuttavia bisogna tenere in considerazione alcune variabili per la 
corretta applicazione della tecnica ai fini della quantificazione del 
microchimerismo: 
 
1) la sequenza nucleotidica del target , 
2) specificità e processività dei primers, 
3) le dimensioni relative del target . 
 
E’ stato dimostrato da numerosi autori che l’efficienza di 
amplificazione è influenzata preminentemente dalla sequenza dei 
primers a meno di differenze significative nella temperatura di 
denaturazione o nelle caratteristiche di estensione dovute ad un alto 
contenuto in GC o ad eventuali strutture secondarie [38]. In base a 
questi parametri abbiamo studiato degli oligonucleotidi con una bassa 
probabilità di formazione di DNA eteroduplice.  
Il chimerismo può essere definito come un fenomeno in cui le cellule 
di un individuo (donatore) sono presenti in un altro individuo 
(ricevente). Sulla base di numerosi studi è stato possibile stabilire che 
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queste cellule possono trovarsi sia in circolo (chimerismo o 
microchimerismo sistemico) sia integrate nei parenchimi.  
Com’è stato ampiamente discusso nell’introduzione, dopo le prime 
evidenze sperimentali del fenomeno nel 1965 [17, 18], il chimerismo è 
stato oggetto d’intensi studi allo scopo di chiarire il suo ruolo nei 
trapianti e in particolare in quelli di organo solido.  
Il fenomeno del microchimerismo è stato proposto come un possibile 
meccanismo per l’induzione ed il mantenimento della tolleranza al 
trapianto [35, 36, 38, 74, 75]. Tuttavia, nonostante numerosi studi 
siano stati intrapresi in questo senso, il ruolo del microchimerismo nei 
trapianti di organo solido rimane ancora da definire, in particolare le 
questioni aperte riguardano:  
 
? l’induzione ed evoluzione del microchimerismo; 
? il ruolo del microchimerismo nel mantenimento del graft; 
? l’aumento e/o il ritorno in quantità elevate del 
microchimerismo. 
 
Nell’uomo, la maggior parte delle indagini sul microchimerismo, sono 
state eseguite su un numero limitato di pazienti ed utilizzando, come 
marcatore di screening tra donatore e ricevente, il cromosoma Y. Lo 
scopo di questo studio è stato quello di analizzare il microchimerismo 
in pazienti trapiantati di rene e con follow-up da 1 anno a 22 anni dal 
trapianto, mettendo a punto un metodo per la quantificazione di 
cellule microchimeriche a prescindere dal sesso del donatore e del 
ricevente.  
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Lo studio è stato effettuato analizzando il microchimerismo a partire 
sia dai leucociti di sangue periferico sia dal DNA libero presente nel 
plasma.  
I risultati ottenuti nei leucociti di sangue periferico suggeriscono che 
nei primi anni dopo il trapianto il fenomeno si presenta con 
caratteristiche di notevole variabilità sia in termini qualitativi sia 
quantitativi. Questa evidente fluttuazione è probabilmente imputabile 
allo stato immunologico del paziente, da una parte pesantemente 
sollecitato dal graft e dall’altra immuno-modulato dalla terapia 
immunosoppressiva.  
Questi dati, inoltre, supportano l’ipotesi che il fenomeno varia nel 
tempo confermando le osservazioni che esso è di fatti un processo 
temporalmente dinamico e fluttuante. 
La stratificazione temporale dei pazienti evidenzia una sostanziale 
stabilizzazione [71] del microchimerismo. Infatti, a 5 anni dal 
trapianto (tabella 6) i pazienti microchimerici diminuiscono 
assestandosi intorno al 30%. 
Comunque, l’incremento della percentuale dei pazienti negativi 
all’aumentare degli anni dal trapianto, non significa che il 
microchimerismo sia completamente assente, ma semplicemente che il 
numero di cellule microchimeriche potrebbe essere sotto la soglia di 
sensibilità della tecnica utilizzata. 
La diminuzione del microchimerismo e sopratutto della sua 
fluttuazione, è indice del raggiungimento dell’equilibrio fra graft e 
l’ospite che si trovano in fase “tollerogenica”.  
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La diminuzione in circolo di DNA specifico del donatore potrebbe 
indicare anche, che i meccanismi di riparazione tissutali, mediante i 
quali le cellule staminali sostituiscono il parenchima dell’organo 
trapiantato, sono diminuiti di intensità. In accordo con questa ipotesi 
esistono evidenze sperimentali che dimostrano la presenza di 
chimerismo di cellule epiteliali tubulari in trapianti di rene in corso di 
rigetto [72, 73].  
L’analisi del microchimerismo emopoietico, nei pazienti stratificati 
per presenza/assenza di D.I., mette in evidenza in maniera inaspettata, 
come un aumento del fenomeno e/o di una sua ricomparsa, è 
predittivo di rigetto e/o di problemi immunologici in atto. In 
particolare, nel nostro studio abbiamo osservato una alta percentuale 
(81%) dei pazienti con D.I. e con elevate quantità di microchimerismo 
(tabella 7). L’analisi statistica ha confermato che tale associazione è 
statisticamente significativa. (P<0,00001 Yates RR 128). 
Al contrario, solamente il 29,5% dei pazienti con normale “outcome”, 
presenta microchimerismo con valori nettamente inferiori a 1/20000 
(tabella 7 e 8). E’ quindi probabile che nei pazienti con buona 
tolleranza del “graft” il microchimerismo diminuisca con il passare 
degli anni dal trapianto fino a scomparire dal circolo. Al contrario un 
suo ritorno o un suo aumento potrebbe rappresentare un segnale 
clinico precoce di rigetto o di disordini immunologici dannosi.  
Di conseguenza, il monitoraggio mediante Real-Time PCR del 
microchimerismo sistemico in pazienti KA-LTS (Long Time Surviving) 
potrebbe essere di aiuto nella diagnosi precoce di rigetto o di altri 
problemi immunologici che richiedono un immediato adeguamento 
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della terapia farmacologica, allo scopo di preservare la sopravvivenza 
dell’organo. 
L’analisi dei pazienti, senza stratificazioni in fasce temporali, dimostra 
un certo grado di significatività (p<0,0041-Yates RR 18,67) 
avvalorando l’ipotesi che il microchimerismo, almeno nei primi anni 
post operatori, è un fenomeno che accompagna il trapianto 
(epifenomeno) senza influenzarne il decorso (tabella 10).  
Il microchimerismo plasmatico invece, si presenta come un fenomeno 
meno fluttuante e la percentuale dei pazienti positivi (in tutte e tre le 
fasce temporali) è intorno al 20% (tabella 11). In sostanza sia da un 
punto di vista qualitativo sia quantitativo il microchimerismo 
plasmatico presenta la caratteristica di essere costante.  
Molto probabilmente questa minore fluttuazione riscontrata nel 
plasma dipende da fattori regolatori propri dell’individuo. Difatti, la 
rilevazione del microchimerismo plasmatico, presuppone la presenza 
di DNA libero che è sottoposto ad un turn-over fisiologico finemente 
regolato. 
Comunque, l’analisi del microchimerismo nel plasma di pazienti con 
follow-up maggiore di 10 anni, ha mostrato un certo grado di 
associazione statisticamente significativa (p<0,013 Yates RR-10,2) (tab. 
12). Questi dati avvalorano ulteriormente quanto trovato nei leucociti 
di sangue periferico ma dimostrano anche, che il plasma non 
rappresenta un mezzo biologico idoneo per la rilevazione precoce di 
fluttuazioni del fenomeno. 
Infine, non è stata trovata nessuna correlazione statisticamente 
significativa tra l’andamento del graft ed il match HLA, così come 
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non è stata trovata nessuna correlazione tra la quantità di 
microchimerismo ed il match HLA (dati non mostrati).  
Va in ogni modo sottolineato che da un punto di vista clinico, i 
trapianti con migliore outcome e ripresa funzionale sono quelli che 
hanno maggiore match-HLA. In pratica il match HLA influenzerebbe 
non tanto il rigetto (soprattutto quello acuto), peraltro tenuto sotto 
controllo da validi protocolli e farmaci immunosoppressivi, ma la 
qualità e la sopravvivenza nel tempo del graft. 
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